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(54) Bezeichnung: QUANTITATIVE DIAGNOSTISCHE ANALYSE DER HYPERTONIE 



(57) Abstract: The invention relates to the use of the direct correlation between the overexpression or the functional molecular 
modification of human homologucs of the sgk family and hypertonia for quantitatively diagnosing a specific form of genetically 
related hypertonia. The invention particularly relates to the detection of a direct relationship between two different polymorphisms 
q£ of individual nucleotides in the hsgkl gene and the genetically related predisposition to hypertonia. The invention additionally relates 
to the provision of a diagnostic kit containing antibodies or polynucleotides used for detecting diagnostic targets hsgkl, hsgk2 and 
hsgk3. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung bctrifft die Vcrwcndung der dircktcn Korrclation zwischen der Ubcrcxprcssion odcr der 
funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie und der Hypertonic zur quantitativen Diagnose 
einer bestimmten Form der genetisch bedingten Hypertonic Insbesondere betrifft die Erfindung den Nachweis eines unmittelbaren 
Zusammenhangs zwischen zwei unterschiedlichen Polymorphismen einzelner Nukleotide im hsgkl -Gen und der genetisch bedingten 
Predisposition zur Hypertonie. Die Erfindung betrifft weiterhin die Bereitstellung eines Diagnosekits enthaltend Antikorper oder 
)^ Potynukleotide zum Nachweis der diagnostischen Targets hsgkl, hsgk2 und hsgk3. 
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5 Quantitative diagnostische Analyse der Hypertonic 



10 Die vorliegende Erfindung betrifft die direkte Korrelation zwischen der Uberexpression 
oder der funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie 
und der Hypertonie. Insbesondere betrifft die Erfindung den Nachweis eines unmittelbaren 
Zusammenhangs zwischen zwei unterschiedlichen Polymorphismen einzelner Nukleotide 
(single nucleotide polymorphisms = SNP) im hsgkl-Gen-und der genetisch bedingten 

1 5 Pradisposition zur Hypertonie. 

Zahlreiche extrazellulare Signale ftihren zu intrazellularen Phosphorylierungs- 
/Dephosphorylierungskaskaden, urn eine schnelle Ubertragung dieser Signale von der 
Plasmamembran void ihren Rezeptoren in das Zytoplasma und den Zellkern zu 
20 gewahrleisten. Die Spezifitat dieser reversiblen Signaltransduktionskaskaden wird durch 
eine Vielzahl von cinzelnen Proteinen, insbesondere von Kinasen, die eine Phosphatgruppe 
auf individuelle Substrate iibertragen, ermoglicht 

■ 

Die Serum- und Glucocorticoid-abhangige Kinase (sgk), eine Serin/Threonin-Kinase, 
25 deren Expression durch Serum und Glucocorticoide gesteigert wird, wurde zunachst aus 
Rattenmammakarzinomazellen kloniert (Webster et al., 1993). Die humane Version der 
sgk, die hsgkl, wurde aus Leberzellen kloniert (Waldegger et al. 5 1997). Es zeigte sich, dali 
die Expression der hsgkl durch die Regulation des Zellvolumens beeinflusst wird. Fur die 
Expression der Ratten-sgk konnte eine solche Abhangigkeit vom Zellvolumen bisher nicht 
30 nachgewiesen werden. Weiterhin ergab sich, da/3 die Ratten-Kinase den epithelialen Na + - 
Kanal (ENaC) stimuliert (Chen et al., 1999; Naray-Pejes-Toth et al., 1999). Der ENaC 
spielt wiederum eine entscheidende Rolle bei der renalen Na + -Ausscheidung. Eine 
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gesteigerte Aktivitat des ENaC fuhrt zu einer verstarkten renalen Retention von Natrium- 
Ionen, und auf diese Weise zur Entwicklung von Hypertonic 

SchlieMch wurden zwei weitere Mitglieder der humanen sgk-Genfamilie kloniert, die 
5 hsgk2 und hsgk3 (Kobayashi et al., 1999), die beide - wie auch die hsgkl - durch Insulin 
und IGF1 iiber den PI3 Kinase- Weg aktiviert werden. Elektrophysiologische Experimente 
zeigten, daB eine Coexpression der hsgk2 und hsgk3 ebenfalls eine signifikante Zunahme 
der Aktivitat des ENaC zur Folge hat. 

10 Aus der DE 197 08 173 Al geht hervor, daB die hsgkl bei vielen Krankheiten, bei denen 
Zellvolumenanderungen eine entscheidende pathophysiologische Rolle spielen, wie 
beispielsweise Hypematriamie, Hyponatriamie, Diabetes mellitus, Niereninsuffizienz, 
Hyperkatabolismus, hepatische Encephalopathie und mikrobielle oder virale Infektionen, 
ein betrachtliches diagnostisches Potential besitzt. 

15 

In der WO 00/62781 wurde bereits beschrieben, daB die hsgkl den endothelialen Na + - 
Kanal aktiviert, wodurch die renale Na + -Resorption erhoht wird. Da diese gesteigerte 
renale Na + -Resorption mit Hypertonie einhergeht, wurde hier vermutet, daB eine 
gesteigerte Expression der hsgkl zur Hypertonie, eine verminderte Expression der hsgkl 
20 letztlich zur Hypotonie fuhren sollte. 

Auch in der nicht-vorveroffentlichten, prioritatsalteren deutschen Anmeldung mit dem 
Titel "sgk2 und sgk3 als diagnostische und therapeutische Targets" (interne Bezeichnung 
A 35 048) vom 28.08.00 wurde ein ahnlicher Zusammenhang zwischen der 
25 Uberexpression bzw. Uberaktivitat der humanen Homologen hsgk2 und hsgk3 mit der 
Uberaktivierung des ENaCs 5 der daraus resultierenden verstarkten renalen Na + -Resorption 
und der sich daraus entwickelnden Hypertonie beschrieben. Weiterhin wurde bereits das 
diagnostische Potential der Kinasen hsgk2 und hsgk3 bezuglich der arteriellen Hypertonie 
diskutiert. 

30 

Aufgabe der vorliegenden Erfmdung ist es ? einen experimentellen Nachweis zur direkten 
Korrelation, d.h. einer direkten Abhangigkeit zwischen der Uberexpression oder der 
funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie und der 
Hypertonie aufzufinden. 

35 
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Unter einem humanen Homologen der sgk-Familie, welches im obigen Sinne eine 
funktionale molekulare Modifikation umfaBt, versteht man in diesem Zusammenhang ein 
Homologes der sgk-Familie, das auf eine solche Art und Weise mutiert ist, daB die 
Eigenschaften, insbesondere die katalytischen Eigenschaften oder auch die 
5 Substratsspezifitat des entsprechenden Proteins verandert werden. 

Weiterhin ist es Aufgabe der Erfindung diese direkte Korrelation bzw. Abhangigkeit 
zwischen der Uber expression oder der funktionalen molekularen Modifikation von 
humanen Homologen der sgk-Familie und der Hypertonic in einem Verfahren zur 
10 Diagnose einer Predisposition einer genetisch bedingten Form der Hypertonie einzusetzen. 

Der Nachweis einer unmittelbaren Korrelation zwischen der Uberexpression oder der 
funktionalen molekularen Modifikation derhumanen sgk-Gene und der Hypertonie konnte 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung erbracht werden und insbesondere am Beispiel des 
15 Gens hsgkl experimentell bewiesen werden. 

Eine Losung der gestellten Aufgabe stellt daher die Verwendung dieser direkten 
Korrelation zwischen der Uberexpression oder der funktionalen molekularen Modifikation 
von humanen Homologen der sgk-Familie, insbesondere des hsgkl -Gens, und der 
20 Hypertonie zur Diagnose einer genetisch bedingten Form der Hypertonie dar. 

Die gestellte Aufgabe wird insbesondere dadurch gelost, daJ3 im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung zwei unterschiedliche SNPs im hsgkl -Gen identifiziert wurden, die - wenn sie 
in einer bestimmten Version im hsgkl -Gen vorliegen ~, beim Patienten eine eindeutige 
25 Neigung zur Hypertonie hervorrufen. Die Existenz solcher SNPs im hsgkl -Gen oder auch 
in den tibrigen humanen Homologen der sgk-Genfamilie kann somit als diagnostischer 
Hinweis auf eine genetisch bedingte Predisposition zur Ausbildung einer Hypertonie in 
Korperproben des Patienten nachgewiesen werden. 

30 Die gestellte Aufgabe wird weiterhin dadurch gelost, daB ein diagnostisches Verfahren zur 
quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch bedingten Hypertonie 
bereitgestellt wird, bei dem die Uberexpression eines humanen Homologen der sgk- 
Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser Homologen durch den 
quantitativen Nachweis der Homologen in der Korperprobe des Patienten mit Antikorpem, 

35 die gegen die Proteine der Homologen gerichtet sind, oder mit Polynukleotiden, die mit 
DNA oder mRNA der Homologen unter stringenten Bedingungen hybridisieren konnen, 
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detektiert wird, sowie durch einen diagnostischen Kit, der sich zur Durchfiihrung dieses 
Verfahrens eignet. 

Im erfindungsgemaBen Kit sind vorzugsweise solche Antikorper, die gegen das hsgkl- 
5 Protein gerichtet sind oder solche Polynukleotide, die mit dem hsgkl-Gen unter stringenten 
Bedingungen hybridisieren konnen, enthalten. 

Bei diesem diagnostischen Kit werden insbesondere solche Antikorper bereitgestellt, die 
spezifisch gegen solche Regionen des hsgkl -Proteins gerichtet sind, welche ein 
10 entsprechend eines spezifischen SNP im hsgkl-Gen mutiertes hsgkl -Protein-Fragment 
umfassen. Der Kit kann jedoch auch Antikorper gegen die haufigeren Allele des hsgkl- 
Gens oder der xibrigen humanen Homologen der sgk-Familie enthalten, mit denen ein 
modifiziertes Expressionsniveau dieser Homologen bzw. der hsgkl quantitativ 
nachgewiesen werden kann. 

15 

Weiterhin sind im erfindungsgemaBen diagnostischen Kit vorzugsweise solche 
Polynukleotide enthalten, die spezifisch Regionen umfassend die eine oder andere Version 
eines Hypertonie-relevanten SNPs im hsgkl-Gen beinhalten und so zum Nachweis 
spezifischer SNPs im hsgkl-Gen des Patienten durch Hybridisierung unter stringenten 
20 Bedingungen mit genomischer DNA, cDNA oder mRNA aus Korperproben geeignet sind. 

Die erfindungsgemafie direkte Korrelation zwischen der Hypertonic und den humanen 
Homologen der sgk-Familie impliziert, dafi bei einzelnen Patienten individuelle 
Mutationen in den Genen hsgkl, hsgk2 oder hsgk3 auftreten konnten, die die 

25 Expressionshohe oder die funktionellen Eigenschaften der Kinasen hsgkl, hsgk2 oder 
hsgk3 modifizieren, und so zu einer genetisch verursachten Neigung zur Hypertonie 
fuhren. Solche Mutationen konnten beispielsweise in den regulatorischen Genregionen 
oder auch in Intron-Sequenzen des sgk-Genlocus auftreten und damit eine Uberexpression 
der entsprechenden Kinase und eine Uberaktivierung des ENaC verursachen. Andererseits 

30 konnten individuelle Unterschiede in der genetischen Ausstattung des sgk-Locus auch den 
kodierenden Genbereich betreffen. Mutationen im kodierenden Bereich konnten dann 
gegebenenfalls zu einer funktionalen Verandervmg der entsprechenden Kinase, so z.B. zu 
modifizierten katalytischen Eigenschaften der Kinase fuhren. Demnach konnten beide 
oben beschriebenen Mutationsarten eine verstarkte Aktivierung des ENaCs und damit 

35 letztlich die Ausbildung einer genetisch bedingten Form von Hypertonie beim Patienten 
bewirken. 
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Solche Mutationen in den humanen Homologen der sgk-Familie, die die Ausbildung einer 
genetisch bedingten Form von Hypertonic beim Patienten bewirken, sind in der Regel 
sogenannte "single nucleotide polymorphisms" (SNP) entweder im Exon- oder im Intron- 
5 Bereich dieser Homologen. SNPs im Exon-Bereich der hsgk-Gene konnen in ihrer weniger 
haufig auftretenden Version - im folgenden die mutierte Version genannt - gegebenenfalls 
zu Aminosaureaustauschen im entsprechenden hsgk-Protein und somit zur einer 
funktionalen Modifikation der Kinase fuhren. SNPs im Intron-Bereich oder in 
regulatorischen Sequenzen der hsgk-Gene konnen in ihrer mutierten Version 
10 gegebenenfalls zu einer verSnderten Expressionshohe der entsprechenden Kinase fuhren. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde eine Korrelationsstudie durchgefuhrt, in der 
der Genotyp des hsgkl-Gens verschiedener Patienten (Zwillinge) mit den an ihnen 
gemessenen systolischen und diastolischen Blutdruckwerten, die jeweils in verschiedenen 
15 Korperpositionen gemessen wurden (sitzend, stehend, liegend), verglichen und statistisch 
ausgewertet wurde. 

So konnte im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt werden, daB die Anwesenheit 
eines (C-^T)-Austausches in Exon 8 (1. SNP, siehe SEQ ID NO. 1) auf beiden Allelen 
20 (homozygote TT-Trager des SNPs in Exon 8), der nicht zu einem Aminosaureaustausch 
auf Protein-Ebene ftihrt (siehe SEQ ID NO. 2), zu signifikant hoheren Blutdruckwerten 
und somit zu einer genetisch bedingten Neigung zur Hypertonic fuhrt (Tab. 3). 

Weiterhin konnte gezeigt werden, daB die Gegenwart eines (T->C)-Austausches (2. SNP), 
25 welcher 551 bp entfernt vom 1. SNP in der Donor- SpleiB-Seite im Ubergang von Intron 6 
zu Exon 7 lokalisiert ist, in seiner homozygoten Ausfuhrung zu geringeren 
Blutdruckwerten und somit zu einer geringeren genetisch bedingten Neigung zur 
Hypertonic ftihrt (Tab. 3). 

30 Da beide erfindungsgemaBen SNPs im hsgkl-Gen nicht zu Aminosaureaustauschen auf 
Protein-Ebene fuhren, wird die durch sie bedingte, starker oder weniger stark ausgepragte, 
genetische Pradisposition zur Hypertonie wahrscheinlich auf einer modifizierten 
Expressionshohe des hsgkl-Gens basieren. 

35 Der erste SNP in Exon 8 (C->T) wird weiterhin durch Figur 1 naher erlautert. In Figur 1 
werden die einzelnen Exons des hsgkl-Gens dargestellt und jeweils durch die Exon. 
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Nummer, den Exon-ID, den dazugehorigen "Sequenz-Contig" und Strang, sowie Start, 
Ende und Lange der Exons beschrieben. Die exakte Position des (C— >T)-Austausches im 
Rahmen des SNPs in Exon 8 wird durch das dunkel markierte C in Exon 8 angezeigt. Die 
hellere Markierung in Exon 8 in Figur 1 zeigt die SNP-flankierende Sequenz im hsgkl - 
5 Gen an, die die Position im Genom eindeutig bestimmt. 

Der zweite SNP (T^C) in Intron 6 wurde durch direkte Sequenzierung identifiziert, und 
ist dadurch eindeutig charakterisiert, dafi er im hsgkl -Gen (umfassend Exons und Introns) 
exakt 551 bp vom ersten SNP in Exon 8 stromaufwarts in der Donor-Spleifistelle des 
10 Introns 6 zu Exon 7 des hsgkl -Gens lokalisiert ist und den Austausch eines T in ein C 
betrifft. 

Es konnte weiterhin gezeigt werden, daB die in verschiedenen Korperpositionen 
gemessenen systolischen und diastolischen Blutdruckwerte alle in dem gleichen AusmaB 
15 eine Abhangigkeit vom Genotyp des hsgkl-Gens zeigen (Tab. 4). Aus Tabelle 4 ist somit 
ersichtlich, daB die gefundenen Korrelationen zwischem dem gemessenen Blutdruck der 
Patienten und dem Auftreten der oben genannten Polymorphismen (SNPs) in ihren hsgkl - 
Genen tatsachlich statistisch relevant sind. 

20 

Weiterhin zeigen die beiden analysierten SNPs im hsgkl -Gen eine grofie 
Unausgeglichenheit in der Haufigkeit ihres korrelierten Auftretens (Tab. 5). Wahrend die 
meisten CC-Trager des SNPs in Exon 8 auch TT-Trager des SNPs in Intron 6 sind (64%), 
ist dies umgekehrt nicht der Fall (nur 2% der Exon 8 TT-Trager sind auch Intron 6 CC- 
25 Trager). 

Die erstmalig nachgewiesene Korrelation zwischen dem Blutdruck des Patienten und 
seiner individuellen genetischen Version des hsgkl-Genlocus zeigt, daB sich spezifische 
30 Antikorper oder Polynukleotide, die gegen hsgkl gerichtet sind, zur Diagnose einer 
speziellen genetisch bedingten Neigung zur Hypertonie eignen. Diese spezielle genetisch 
verursachte Form der Hypertonie kann durch eine gesteigerte Expression der hsgkl, also 
durch Uberexpression oder gegebenenfalls auch durch modifizierte funktionale 
Eigenschaften der hsgkl charakterisiert sein. 

35 
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Da die beiden homologen Kinasen der sgk-Familie, hsgk2 und hsgk3, ebenfalls den ENaC 
aktivieren, eignen sich erfindungsgemaB spezifische Antikorper und Polynukleotide, die 
gegen hsgk2 oder hsgk3 gerichtet sind, im gleichen MaB zur diagnostischen Analyse 
spezieller genetisch bedingter Formen der Hypertonie. 

5 

Der erfindungsgemaBe Nachweis, daB das Auftreten der beiden SNPs im hsgkl-Gen mit 
einer Neigung zur Hypertonie korreliert, zeigt, daft insbesondere Polynukleotide, die die 
eine oder andere Version der beiden SNPs im hsgkl-Gen umfassen, sich in besonderem 
MaB zur Diagnose einer genetisch bedingten Form der Hypertonie durch Hybridisierung 
10 mit endogener DNA (cDNA oder genomische DNA) oder mRNA aus einer Korperprobe 
des Patienten eignen. 

Ahnlich eignen sich nach den vorliegenden Ergebnissen auch Antikorper zur Diagnose 
einer genetisch bedingten Predisposition der Hypertonie, die gegen spezifische Hypertonie- 
15 relevante Polymorphismen (SNP) im hsgkl -Protein oder einem seiner humanen 
Homologen gerichtet sind. Solche SNPs, die auch auf Protein-Ebene zu einem Hypertonie- 
relevanten Polymorphismus fuhren, konnten insbesondere mit einer fonktionalen 
Modifikation des hsgkl -Proteins einhergehen und so eine Predisposition zur Hypertonie 
verursachen. 

20 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung der direkten Korrelation, d.h. 
einer direkten Abhangigkeit zwischen der Uberexpression oder der funktionalen 
molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie, insbesondere der 
hsgkl, und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der 
25 genetisch bedingten Hypertonie. 

Hierbei werden insbesondere die beiden mit der Neigung zur Hypertonie korrelierenden 
SNPs im hsgkl-Gen zur quantitativen Diagnose einer genetisch bedingten Hypertonie 
eingesetzt. 

30 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur quantitativen Diagnose einer genetisch 
bedingten Form der Hypertonic, bei dem die Uberexpression eines humanen Homologen 
der sgk-Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser Homologen durch 
den quantitativen Nachweis der Homologen in der Korperprobe des Patienten mit 
35 Antikorpern, die gegen die Proteine der Homologen gerichtet sind, oder mit 
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Polynukleotiden, die mit genomischer DNA, c-DNA oder mRNA der Homologen unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen, detektiert wird. 

Bei diesem erfindungsgemaBen Diagnose-Verfahren werden als Korperproben des 
5 Patienten vorzugsweise Blutproben oder auch Speichelproben verwendet, die zellulares 
Material umfassen und relativ wenig aufwendig vom Patienten gewonnen werden konnen. 
Andere Korperproben, die ebenfalls Zellen umfassen wie beispielsweise Gewebeproben 
u.a., konnen jedoch auch verwendet werden. Aus diesem zellhaltigen Material der 
Korperproben kann dann entweder genomische DNA oder cDNA oder auch mRNA nach 
10 Standardmethoden (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL 
Press). 

prapariert und gegebenenfalls amplifiziert werden und anschlieBend mit Polynukleotiden, 
die mit dieser genomischen DNA, cDNA oder auch mRNA spezifisch hybridisieren kann, 
unter stringenten Bedingungen hybridisiert. Weiterhin kann aus dem zellhaltigen Material 
15 der Korperproben (Blut, Speichel, Gewebe usw) auch ein Protein-Extrakt nach 
Standardmethoden (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring Harbor, NY, CSHL 
Press) isoliert werden, in dem dann das entsprechende sgk-Protein durch Inkubation mit 
einem Antikorper, der gegen dieses Protein gerichtet ist, quantitativ detektiert werden 
kann. 

20 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweise Antikorper gegen das hsgkl- 
Protein oder Polynukleotide, die mit genomischer DNA, c-DNA oder mRNA des hsgkl- 
Gens hybridisieren konnen, eingesetzt. 

25 Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren werden insbesondere Polynukleotide eingesetzt, 
welche mit DNA, c-DNA oder mRNA einer Version des SNP in Intron 6 des hsgkl-Gens 
oder einer Version des SNP in Exon 8 des hsgkl-Gens unter stringenten Bedingungen 
hybridisieren konnen. 

30 Unter einer Hybridisierung unter stringenten Bedingungen wird in diesem Zusammenhang 
eine Hybridisierung unter solchen Hybridisierungsbedingungen beztiglich 
Hybridisierungstemperatur und Formamid-Gehalt der Hybridisierungslosung verstanden, 
wie sie in einschlagiger Fachliteratur- (Sambrook-J and Russell-DW (2001) Cold Spring 
Harbor, NY, CSHL Press) beschrieben wurde. 

35 
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Die Erfmdung betrifft auflerdem einen Kit zur quantitativen Diagnose einer bestimmten 
Form der genetisch bedingten Form der Hypertonic, enthaltend Antikorper, die gegen die 
humanen Homologen der sgk-Protein-Familie gerichtet sind, oder Polynukleotide, die mit 
den humanen Homologen der sgk-Gen-Familie unter stringenten Bedingungen 
5 hybridisieren konnen, oder diese Antikorper und Polynukleotide gemeinsam zur 
quantitativen Bestimmung der Uberexpression oder der funktionalen molekularen 
Modifikation dieser Homologen. 

Die im Kit enthaltenen Antikorper sind hierbei vorzugsweise gegen das hsgkl -Protein 
10 gerichtet, und die im Kit enthaltenen Polynukleotide konnen hierbei vorzugsweise mit dem 
hsgkl -Gen hybridisieren. 

Der diagnostische Kit kann besonders bevorzugt Polynukleotide enthalten, die mit 
genomischer DNA, mit cDNA oder mit mRNA einer Version des SNP in Intron 6 (T-^C) 
15 oder des SNP in Exon 8 (C->T) hybridisieren konnen. 

Durch die nachfolgenden Beispiele wird die vorliegende Erfindung im Detail erlautert. 



20 



Beispiel 1 

25 Es wurden 75 zweieigige Zwillingsparchen zur Korrelationsaiialyse herangezogen 
(Busjahn et al., J Hypertens 1996, 14: 1195-1199; Busjahn et al., Hypertension 1997, 29: 
165-170). Die Versuchspersonen waren alle Angehorige der deutsch-kaukasischen Rasse 
und stammten aus verschiedenen Teilen Deutschlands. Zur Verifikation der Zweieigigkeit 
und fur weitere molekulargenetische Analysen wurde den Zwillingsparchen, sowie deren 

30 Eltern Blut entnommen. Jede teilnehmende Versuchsperson wurde zuvor arztlich 
untersucht. Fiir keine der Versuchspersonen war eine chronisch-medizinische Erkrankung 
bekannt. Nach 5 min wurde der Blutdruck des Probanden in sitzender Position von einen 
ausgebildeten Arzt mit einem standardisierten Quecksilber- Sphygmomanometer gemessen 
(2 Messungen mit einem zeitlichen Intervall von 1 min). Der Mittelwert aus den beiden 

35 Messungen wurde als Blutdruckwert verwendet. 
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Der Vorteil von zweieigigen Zwillingen fur Korrelationsstudien liegt darin, daB sie im 
Alter ubereinstimmen und daB die auBeren Einfltisse auf ihxe Phenotypen als minimal 
einzuschatzen sind (Martin et al., Nat Genet 1997, 17: 387-392). 

Die Bedeutung von Zwillingsstudien bei der Aufklarung komplexer genetischer 
5 Krankheiten wurde ktirzlich von Martin et al., 1997 beschrieben. 

Die Zweieigigkeit der Zwillingsparchen wurde durch die Amplifikation von funf 
Mikrosatelliten-Markern mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PGR) bestatigt Bei 
dieser Analyse von Mikrosatelliten-Markern werden Desoxyribonucleinsaure (DNA) - 
Fragmente mit Hilfe spezifischer Oligonukleotide durch PGR amplifiziert, die bei 

10 verschiedenen menschlichen Individuen hochvariable Regionen beinhalten. Die hohe 
Variability in diesen Regionen des Genoms kann durch geringfugige GroBenunterschiede 
der amplifizierten Fragmente detektiert werden^ wodurch sich bei einer Diversitat am 
entsprechenden Genort Doppelbanden, sogenannte Mikrosatelliten-Banden, nach 
gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte bilden (Becker et al., J 

15 Reproductive Med 1997, 42: 260-266). 

Fur die molekulargenetische Analyse des Zielgens, hier des hsgkl-Gens, wurden drei 
weitere Mikrosatelliten-Marker Regionen (d6s472, d6sl038 5 d6s270) in unmittelbarer 
Nahe des hsgkl -Locus durch PGR amplifiziert und anschlieBend mit den entsprechenden 

20 Proben des anderen Zwillings und der Eltern verglichen. Auf diese Weise konnte 
entschieden werden, ob die Zwillinge von ihren Eltern identische oder unterschiedliche 
Allele bezuglich des untersuchten Allels geerbt hatten. Die Korrelationsanalyse wurde mit 
Hilfe des sogenannten "structural equation modeling 11 (SEM) Modells durchgefuhrt (Eaves 
et al. 9 Behav Genet 1996, 26: 519-525; Neale, 1997: Mx: Statistical modeling. Box 126 

25 MCV, Richmond, VA 23298: Department of Psychiatry. 4 th edition). Dieses Modell basiert 
auf Varianz-Kovaxianz Matrizen der Test-Paare, die durch die Wahrscheinlichkeit, daB sie 
entweder keines, eines oder zwei identische Allele besitzen, charakterisiert sind. Die 
Varianz bezuglich des Phanotyps wurde aufgeteilt in eine Varianz, die auf dem 
genetischen Hintergrund aller Gene (A), eine Varianz, die auf dem genetischen 

30 Hintergrund des Zielgens (Q), hier des hsgkl -Gens, und der Varianz aufgrund auBerer 
Einfltisse (E) beruht. 



VAR = A 2 +Q 2 +E 2 
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Fiir die drei moglichen Allelkombinationen IBDo, IBD 1? IBD 2 (IBD = "identical by 
descent' 1 ; 0, 1 oder 2 identische Allele) wurde die Kovarianz eines Test-Paares wie folgt 
definiert: 

5 COV(IBD 0 )= 0,5 A 2 COV(IBD0= 0,5 A 2 +0,5 Q 2 COV(IBD 2 )= 0,5 A 2 +Q 2 

Urn die Korrelation zwischen der genetischen Ausstattung des hsgkl -Locus und dem 
Blutdruck des Probanden abzuschatzen, wurden die Differenzen zwischen Modellen, die 
die genetische Varianz bezuglich des Zielgens hsgkl beriicksichtigen bzw. nicht 
10 beriicksichtigen, als x 2 -Statistik berechnet. Fur jedes Paar und jeden Genlocus wurden die 
Allelenverhaltnisse durch das sogenannte "multipoint" Modell (MAPMAKER/SIBS; 
Kruglyak et al, Am J Hum Genet 1995/ 57: 439-454) basierend auf den elterlichen 
Genotypen errechnet. 

15 Die hohere Aussagekraft der Analysemethode, die auf einer Varianz-Ko varianz 
Abschatzung beruht, im Vergleich zur oben beschriebenen % -Statistik (S.A.G.E. Statistical 
Analysis for Genetic Epidemiology, Release 2.2. Computer program package, Department 
of Epidemiology and Biostatistics, Case Western Reserve University, Cleveland, OH, 
USA, 1996) wurde ktirzlich in einer Simulationsstudie bestatigt (Fulker et al., Behav Gen 

20 1996, 26: 527-532). Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,01 akzeptiert, urn eine 
signifikante Korrelation bezuglich der Kriterien von Lander und Kruglyak zu 
gewahrleisten (Lander et al., Nat Genet 1995, 11: 241-246). 

Die Ergebnisse dieser Korrelationsstudie zeigt Tabelle 1 . 

25 



Tabelle 1: 



Phenotyp 


max x 2 


P 


systolischer Blutdruckwert (liegend) 


4,44 


0,04 


diastolischer Blutdruckwert (liegend) 


14,36 


0,0002 


systolischer Blutdruckwert (sitzend) 


5,55 


0,019 


diastolischer Blutdruckwert (sitzend) 


4,92 


0,027 


systolischer Blutdruckwert (stehend) 


1,91 


0,17 


diastolischer Blutdruckwert (stehend) 


4,83 


0,028 
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Wie aus der Tabelle 1 ersichtlich, beweisen die niedrigen Werte fur die ermittelten 
Irrtumswahrscheinlichkeiten p, die die akzeptierte Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 
nicht oder nur geringfiigig uberschreiten, die direkte Korrelation zwischen der genetischen 
Varianz beztiglich des hsgkl-Genorts und der phenotypisch ermittelten Varianz des 
5 gemessenen Blutdrucks. 



Beispiel 2 

10 

Die genomische Organisation des hsgk 1-Gens wurde bereits beschrieben (Waldegger et al, 
Genomics,5 1 ,299[1 998]), 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneview?gene=ENSG000001 1851 5). 

15 Zur Identifizierung von SNPs, deren Auftreten fur eine Predisposition zur Ausbildung 
einer Hypertonie relevant sind, wurden zunachst die in Datenbanken publizierten SNPs im 
hsgkl-Gen danach untersucht, ob es sich um echte SNPs - und nicht urn reine 
Sequenzierfehler - handelt und ob die SNPs ausreichend polymorph sind, um die Basis fur 
einen diagnostischen Nachweis einer Predisposition zur Hypertonie zu stellen. Der SNP rs 

20 1057293 in Exon 8, der einen Austausch eines C in ein T betrifft, erfullte die geforderten 
Voraussetzungen (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/snpview?snp=1057293; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?type=rs&rs=l 057293). Weiterhin wurde ein 
zweiter SNP durch direkte Sequenzierung identifiziert, der im hsgkl-Gen exakt 551 bp 
vom ersten SNP entfernt in der Donor-SpleiBstelle des Introns 6 zu Exon 7 lokalisiert ist 

25 und den Austausch eines T in ein C betrifft. Diese beiden SNPs in Intron 6 (T->C) und in 
Exon 8 (C-»T) wurden wie im folgenden beschrieben analysiert. 

Nach der PCR-Amplifikation wurde jeweils 1 Unit Alkaline Phosphatase und 1 Unit 
30 Exonuklease I hinzugefugt, um die PCR-Primer zu degenerieren und die dNTPs zu 
dephosphorylieren. Die PCR wurde unter den folgenden Bedingungen durchgefuhrt: 95° C 
fur 10 min, dann 35 Zyklen bei 95° fur 15 sec, gefolgt von 62°C for 15 sec, gefolgt von 
72°C fiir 30 sec, und einem Extensionsschritt bei 72° C fur 10 min in einem 9600 
Thermocycler (Applied Biosystems). 

35 
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Die Mini-Sequenzierreaktionen wurden mit den Primern fur den Intron 6 SNP (T->C) 5'- 
CTC CTT GCA GAG TCC GAA und for den Exon 8 SNP (C-VT) 5'-ACC AAG TCA 
TTC TGG GTT GC durchgefuhrt. 0,15 pmol aufgereinigtes PCR-Produkt wurde bei der 
Sequenzierungs-PCR als Template eingesetzt. Fur die Sequenzierungs-PCR wurden 25 
Amplifikationszyklen durchgefuhrt mit den folgenden Einzelschritten: Denaturierung 10 s 
bei 96 °C, Annealings chritt 10 s bei 50 °C und Extensionsschritt 30 s bei 60 °C in einem 
9600 Thermocycler. 

Bei denselben Patienten, deren SNP-Genotyp des hsgkl-Gens bestimmt wurde, wurden die 
systolischen und diastolischen Blutdruckwerte in liegender, stehender und sitzender 
Position gemessen, um eine eventuelle Korrelation zwischen SNP-Genotyp des hsgkl- 
Gens und dem Blutdruck zu ermitteln. 

Tabelle 2 zeigt einige demographische Zwillingsdaten und die Resultate der 
Korrelationsanalyse zwischen der genetischen Ausstattung des hsgkl-Genlocus und dem 
gemessenen Blutdruck. Ein starker genetischer Einflufi auf den gemessenen Blutdruck in 
alien Positionen konnte bei den Versuchspersonen nachgewiesen werden. 
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Tabelle 2: 



Phanotyp 


■ • • 

einenge 
Zwiliinge 


• 

zweieiige 
Zwiliinge 


a ( r eineiig /r zweieig/ 


p (Korrelation) 


N 


200 


132 


■ 




Alter y 


29±12 


31±12 






Geschlecht (M/F) 


52/148 


85/47 






Grofie (cm) 


1o9±o 


1 lV±0 






Gewicht (kg) 


DO±11 


b7±1z 






body mass index (BMI) Gewicht/ GroBe 2 
(kg/m*) 


22.4±3.5 


22.8±3.4 






Systolischer Blutdruck (liegend) (mm Hg) 


128+17 


124±14 


0.69 (0.69/0.31) 


0.04 


Diastolischer Blutdruck (liegend) (mm 
Hg) 


71±12 


71+11 


0.66 (0.66/0.42) 


0.0002 


Systolischer Blutdruck (sitzend) (mm Hg) 


125+16 


123+13 


0.74 (0.74/0.38) 


0.019 


Diastolischer Blutdruck (sitzend) (mm 
Hg) 


73+11 


73±10 


0.72(0.72/0.51) 


0.027 


Systolischer Blutdruck (stehend) (mm 

Hg) 


124+15 


122±14 


0.67 (0.66/0.48) 


0.04 


Diastolischer Blutdruck (stehend) (mm 

Hg) 


80±10 


79+10 


0.64 (0.63/0.40) 


0.0002 

j 



5 Tabelle 3 zeigt weitere Resultate der erflndungsgemaften Korrelationsstudien. 

Die ermittelten Allelhaufigkeiten fur den SNP in Exon 8 liegen bei C 91% und T 9% und 
fur den SNP in Intron 6 bei T 79% und C 21% (das Hardy- Weinberg Gleichgewicht wurde 
fur beide Polymorphismen erhalten). 

10 Die gemessenen Blutdruckwerte zeigten in alien Positionen (sitzend, liegend, stehend) die 
gleichen Trends. Homozygote CC-Trager und heterozygote CT-Trager des SNPs in Exon 8 
zeigten kerne voneinander abweichende Blutdruckwerte, zeigten jedoch deutlich niedrigere 
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■ 

systolische und diastolische Blutdruckwerte als homozygote TT-Trager des SNPs in Exon 
8. 

Die entsprechenden Resultate der Korrelationsstudien sind fur den SNP in Intron 6 im 
5 Vergleich zum SNP in Exon 8 weniger konsistent. Es zeigte sich jedoch, daB homozygote 
CC-Trager des SNPs in Intron 6 generell niedrigere Blutdruckwerte aufweisen als 
homozygote TT-Trager und als heterozygote TC-Trager des SNPs in Intron 6. 



10 Tabelle 3: 



Phanotyp 


1 . SNP in 
Exon 8 
CC 


1. SNP in 
Exon 8 
CT 


1. SNP in 
Exon 8 
TT 


1. SNP in 
Exon 8 
CC/CT 


2. SNP in 
Intron 6 
TT 


2. SNP in 
Intron 6 
CT 


2. SNP in 
Intron 6 
CC 


2. SNP in 
Intron 6 
TT/CT 


systol. Blut- 
druck (liegend) 


125 ±15 


125 ±18 


132 ±14 


125 + 16 


125±16 


128 ±18 


119 ± 6 


126±16 


diastol. Blut- 
druck (liegend) 


70 ±10 


72 ±13 


74 ±12 


71 ±11 


71 ±10 


72 ±13 


67 ±10 


71 ±11 


systol. Blut- 
druck (sitzend) 


124 ± 14 


123+15 


129 ±13 


124 ±14 


124 ±14 


125 ±17 


117 + 6 


124 ± 14 


diastol. Blut- 
druck (sitzend) 


72+10 


74 ±10 


79 ±9 


73 ±10 


73 ±10 


74 ±11 


72±9 


73+10 


systol. 

Blutdruck 

(stehend) 


123 + 15 


123 ±14 


129 ±13 


123 ±15 


123 ±14 


126 ±16 


119 + 8 


123 ±15 


diastol. 

Blutdruck 

(stehend) 


79 ±10 


81 ±10 


84 ± 8 


80 ±10 


80 ±10 


82±11 


78 ±8 


80+10 



Tabelle 4 zeigt im Detail, dafl sowohl fur den systolischen als auch fur den diastolischen 
Blutdruckwert die genetische Ausstattung des SNPs in Intron 6 weitgehend gleichermafien 
15 signifikant ist, und zwar unabhangig von der Position, in der der Blutdruck gemessen 
wurde (sitzend, stehend, liegend). Die Resultate fur die Signifikanz der genetischen 
Ausstattung des SNPs in Exon 8 sind ahnlich, die Assoziation der Signifikanz zwischen 
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den gemessenen systolischen und diastolischen Blutdrackwerten in den verschiedenen 
Positionen ist jedoch etwas weniger ausgepragt als bei dem SNP in Intron 6. 



5 

Tabelle 4: 



Phanotyp 


2. SNP in 
Intron 6 


1. SNP in 
Exon 8 


Systolischer Blutdruck (liegend) 


<0.01 


O.05 


Diastolischer Blutdruck (liegend) 


<0.05 


0.08 


Systolischer Blutdruck (sitzend) 


<0.05 


<0.05 


Diastolischer Blutdruck (sitzend) 


<0.01 


0.08 


Systolischer Blutdruck (stehend) 


<0.05 


0.07 


Diastolischer Blutdruck (stehend) 


<0.05 


0.09 



Wie aus Tabelle 5 ersichtlich ist, besteht ein starkes Korrelationsungleichgewicht zwischen 
10 den beiden analysierten SNPs: wahrend die meisten CC-Trager des SNPs in Exon 8 auch 
TT-Trager des SNPs in Intron 6 sind (64%), ist dies umgekehrt nicht der Fall (nur 2% der 
Exon 8 TT-Trager sind auch Intron 6 CC-Trager). 

15 Tabelle 5: 





Intron 6 TT 


Intron 6 TC 


Intron 6 CC 


Exon 8 CC 


197(64%) 


59 (19%) 


3(1%) 


Exon 8 CT 


2 (1%) 


30(10%) 


1 1 (4%) 


Exon 8 TT 


0 (0%) 


0 (0%) 


6 (2%) 
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Patentanspriiche 

i 

5 1. Verwendung der direkten Korrelation zwischen der Uberexpression oder der 

funktionalen molekularen Modifikation von humanen Homologen der sgk-Familie 
und der Hypertonie zur quantitativen Diagnose einer bestinimten Form der 
genetisch bedingten Hypertonie. 

10 2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das humane 

Homologe der sgk-Familie das hsgkl-Gen ist. 

3. Verwendung nach Anspruch 2 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Uberexpression 
oder die funktionale Modifikation durch den Nukleotidpolymorphismus (SNP) in 

15 Intron 6 (T->C) im hsgkl-Gen verursacht wird. 

4. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Uberexpression 
oder die funktionale Modifikation durch den Nukleotidpolymorphismus (SNP) in 
Exon 8 (C— >T) im hsgkl-Gen verursacht wird. 

20 

5. Kit zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch bedingten 
Form der Hypertonie, enthaltend Antikorper, die gegen die humanen Homologen 
der sgk-Protein-Familie gerichtet sind, oder Polynukleotide, die mit den humanen 
Homologen der sgk-Gen-Familie unter stringenten Bedingungen hybridisieren 

25 konnen, oder diese Antikorper und Polynukleotide gemeinsam zur quantitativen 

Bestimmung der Uberexpression oder der funktionalen molekularen Modifikation 
dieser Homologen. 

6. Kit nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das humane Homologe der sgk- 
30 Familie das hsgkl-Gen ist. 

7. Kit nach Anspruch 6 3 dadurch gekennzeichnet, daB die Antikorper gegen eine durch 
einen SNP mutierte Version des hsgkl -Proteins gerichtet sind oder daB die 
Polynukleotide mit einer durch einen SNP mutierten Version des hsgkl -Gens unter 

35 stringenten Bedingungen hybridisieren konnen. 
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8. Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Polynukleotide mit einer 
durch den SNP in Intron 6 (T->C) mutierten Version des hsgkl-Gens unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen, 

9. Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Polynukleotide mit einer 
durch den SNP in Exon 8 (C-^T) mutierten Version des hsgkl-Gens unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen. 

10. Verfahren zur quantitativen Diagnose einer bestimmten Form der genetisch 
bedingten Form der Hypertonic, bei dem die Uberexpression eines humanen 
Homologen der sgk~Familie oder die funktionale molekulare Modifikation dieser 
Homologen durch den quantitativen Nachweis der Homologen in der Korperprobe 
des Patienten mit Antikorpern, die gegen die Proteine der Homologen gerichtet 
sind, oder mit Polynukleotiden, die mit DNA oder mRNA der Homologen unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen, detektiert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das humane Homologe 
der sgk-Familie das hsgkl-Gen ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Polynukleotide mit 
DNA oder mRNA einer Version des SNP in Intron 6 (T^C) im hsgkl-Gen unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Polynukleotide mit 
DNA oder mRNA einer Version des SNP in Exon 8 (C^T) im hsgkl-Gen unter 
stringenten Bedingungen hybridisieren konnen. 
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Figurel: 



1 ENSE00000798789 AL1 35839.1 5.1 .1 13673 -1 27517 27634 118 bp 

GGTCTTTGAGCGCTAACGTCTTTCTGTCTCCCCGCGGTGGTGATGACGGT 
GAAAACTGAGGCTGCTAAGGGCACCCTCACTTACTCCAGGATGAGGGGCA 
TGGTGGCAATTCTCATCG 

2 ENSE00000798790 AL1 35839.1 5.1 .113673 -1 27296 27371 76 bp 

CTTTCATGAAGCAGAGGAGGATGGGTCTGAACGACTTTATTCAGAAGATT 
GCCAATAACTCCTATGCATGCAAACA 

3 ENSE00000798791 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 26790 26865 76 bp 

CCCTGAAGTTCAGTCCATCTTGAAGATCTCCCAACCTCAGGAGCCTGAGC 
TTATGAATGCCAACCCTTCTCCTCCA 

4 ENSE00000798792 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 26247 26351 105 bp 

CCAAGTCCTTCTCAGCAAATCAACCTTGGCCCGTCGTCCAATCCTCATGC 
TAAACCAT CTGACTTT CACTT CTTGAAAGT GATCGGAAAGGGCAGTTTTG 
GAAAG 

'5 ENSE00000798793 AL1 35839.1 5.1 .1 13673 -1 26059 26142 84 bp 

GTTCTTCTAGCAAGACACAAGGCAGAAGAAGTGTTCTATGCAGTCAAAGT 
TTTACAGAAGAAAGCAATCCTGAAAAAGAAAGAG 

6 ENSE00000798794 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 25808 25939 132 bp 

GAGAAGCATATTATGTCGGAGCGGAATGTTCTGTTGAAGAATGTGAAGCA 
CCCTTTCCTGGTGGGCCTTCACTTCTCTTTCCAGACTGCTGACAAATTGT 
ACTTTGTCCTAGACTACATTAATGGTGGAGAG 

7 ENSE00000798795 AL1 35839. 15.1. 113673 -1 25447 25559 113 bp 

TTGTTCTACCATCTCCAGAGGGAACGCTGCTTCCTGGAACCACGGGCTCG 
TTTCTATGCTGCTGAAATAGCCAGTGCCTTGGGCTACCTGCATTCACTGA 
AC AT CGT T TAT AG 

8 ENSE00000798796 AL1 35839. 15.1.11 3673 -1 2497S 25101 124 bp 

AGACTTAAAACCAGAGAATATTTTGCTAGATTfe^ 
T CCACCTT CTGT GGCACGCCGGAG 

9 ENSE00000798797 AL 1 35839. 15.1.11 3673 -1 24422 24517 96 bp 

TATCTCGCACCTGAGGTGCTTCATAAGCAGCCTTATGACAGGACTGTGGA 
CTGGTGGTGCCTGGGAGCTGTCTTGTATGAGATGCTGTATGGCCTG 

10 ENSE00000798798 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 23808 23963 156 bp 

CCGCCTTTTTATAGCCGAAACACAGCTGAAATGTACGACAACATTCTGAA 
CAAGCCTCTCCAGCTGAAACCAAATATTACAAATTCCGCAAGACACCTCC 
TGGAGGGCCTCCTGCAGAAGGACAGGACAAAGCGGCTCGGGGCCAAGGAT 
GACTTC 

11 ENSE00000798799 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 23611 23700 90 bp 

ATGGAGATTAAGAGTCATGTCTTCTTCTCCTTAATTAACTGGGATGATCT 
CATTAATAAGAAGATTACTCCCCCTTTTAACCCAAATGTG 

12 ENSE00000798800 AL1 35839. 15. 1.1 13673 -1 22037 23220 1184 bp 

AGTGGGCCCAACGACCTACGGCACTTTGACCCCGAGTTTACCGAAGAGCC 
TGT CCCCAACT CCATT GG CAAGTCCCCTGACAGCGT CCTCGT CACAGCCA 
GCGTCAAGGAAGCTGCCGAGGCTTTCCTAGGCTTTTCCTATGCGCCTCCC 
ACGGACTCTTTCCTCTGAACCCTGTTAGGGCTTGGTTTTAAAGGATTTTA 
TGTGTGTTTCCGAATGTTTTAGTTAGCCTTTTGGTGGAGCCGCCAGCTGA 
CAGGACAT CTTACAAGAGAATT T GCACAT CT CT GGAAGCTTAGCAATCTT 
ATTGCACACTGTTCGCTGGAAGCTTTTTGAAGAGCACATTCTCCTCAGTG 
AGCTCATGAGGTTTTCATTTTTATTCTTCCTTCCAACGTGGTGCTATCTC 
TGAAACGAGCGTTAGAGTGCCGCCTTAGACGGAGGCAGGAGTTTCGTTAG 
AAAGCGGACGCTGTTCTAAAAAAGGTCTCCTGCAGATCTGTCTGGGCTGT 
GATGACGAATATTATGAAATGTGCCTTTTCTGAAGAGATTGTGTTAGCTC 
CAAAGCTTTTCCTATCGCAGTGTTTCAGTTCTTTATTTTCCCTTGTGGAT 
ATGCTGTGTGAACCGTCGTGTGAGTGTGGTATGCCTGATCACAGATGGAT 
TTTGTTATAAGCATCAATGTGACACTTGCAGGACACTACAACGTGGGACA 
TTGTTTGTTTCTTCCATATTTGGAAGATAAATTTATGTGTAGACTTTTTT 
GTAAGATACGGTTAATAACTAAAATTTATTGAAATGGTCTTGCAATGACT 
C GT AT T C AGAT G CT T AAAG AAAG CAT TGC T G CT AC AAAT AT T T CT AT T TT 
TAGAAAGGGTTTTTATGGACCAATGCCCCAGTTGTCAGTCAGAGCCGTTG 
GTGTTTTTCATTGTTTAAAATGTCACCTGTAAAATGGGCATTATTTATGT 
TTTTTTTTTTGCATTCCTGATAATTGTATGTATTGTATAAAGAACGTCTG 
TACATTGGGTTATAACACTAGTATATTTAAACTTACAGGCTTATTTGTAA 
TGTAAACCACCATTTTAATGTACTGTAATTAACATGGTTATAATACGTAC 
AATCCTTCCCTCATCCCATCACACAACTTTTTTTGTGTGTGATAAACTGA 
TTTTGGTTTGCAATAAAACCTTGAAAAATATTTA 
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<212> DNA 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (43) . . (1335) 

<223> 



<220> 

<221> variation 
<222> (762) . . (762) 

<223> 1. SNP (C in T ), stumme Mutation, d.h. beide Versionen des SNPs 
resultieren in der Aminosaure Asp in der Aminosaure- Position 240 



<400> 1 

ggtctttgag cgctaacgtc tttctgtctc cccgcggtgg tg atg acg gtg aaa 54 

Met Thr Val Lys 
1 

act gag get get aag ggc acc etc act tac tec agg atg agg ggc atg 102 

Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Ser Arg Met Arg Gly Met 
5 10 15 20 

gtg gea att etc ate get ttc atg aag cag agg agg atg ggt ctg aac 150 

Val Ala lie Leu lie Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg Met Gly Leu Asn 

25 30 35 

gac ttt att cag aag att gec aat aac tec tat gca tgc aaa cac ect 198 

Asp Phe lie Gin Lys lie Ala Asn Asn Ser Tyr Ala Cys Lys His Pro 

40 45 50 

gaa gtt cag tec ate ttg aag ate tec caa ect cag gag ect gag ctt 246 

Glu Val Gin Ser lie Leu Lys lie Ser Gin Pro Gin Glu Pro Glu Leu 

55 60 65 



atg aat gee aac ect tct ect cca cca agt ect tct cag caa ate aac 
Met Asn Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser Gin Gin lie Asn 
70 75 80 
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ctt ggc ccg teg tec aat cct cat get aaa cca tct gac ttt cac ttc 342 

Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser Asp Phe His Phe 
85 90 95 100 

ttg aaa gtg ate gga aag ggc agt ttt gga aag gtt ctt eta gca aga 390 
Leu Lys Val lie Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val Leu Leu Ala Arg 

105 110 115 

cac aag gca gaa gaa gtg ttc tat gca gtc aaa gtt tta cag aag aaa 438 
His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val Leu Gin Lys Lys 

120 125 130 

gca ate ctg aaa aag aaa gag gag aag cat att atg teg gag egg aat 486 
Ala lie Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His lie Met Ser Glu Arg Asn 

135 140 145 

gtt ctg ttg aag aat gtg aag cac cct ttc ctg gtg ggc ctt cac ttc 534* 
Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val Gly Leu His Phe 
150 155 160 

tct ttc cag act get gac aaa ttg tac ttt gtc eta gac tac att aat 582 
Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu Asp Tyr lie Asn 
165 170 175 180 

ggt gga gag ttg ttc tac cat etc cag agg gaa cgc tgc ttc ctg gaa 630 
Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg Cys Phe Leu Glu 

185 190 195 

cca egg get cgt ttc tat get get gaa ata gee agt gee ttg ggc tac 678 
Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu lie Ala Ser Ala Leu Gly Tyr 

200 205 210 

ctg cat tea ctg aac ate gtt tat aga gac tta aaa cca gag aat att 72 6 

Leu His Ser Leu Asn lie Val Tyr Arg Asp Leu Lys Pro Glu Asn lie 

215 220 225 

ttg eta gat tea cag gga cac att gtc ctt act gac ttc gga etc tgc 774 
Leu Leu Asp Ser Gin Gly His lie Val Leu Thr Asp Phe Gly Leu Cys 
230 235 240 

aag gag aac att gaa cac aac age aca aca tec ace ttc tgt ggc acg 822 
Lys Glu Asn lie Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr Phe Cys Gly Thr 
245 250 255 260 

ccg gag tat etc gca cct gag gtg ctt cat aag cag cct tat gac agg 870 
Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin Pro Tyr Asp Arg 

265 270 275 

act gtg gac tgg tgg tgc ctg gga get gtc ttg tat gag atg ctg tat 918 
Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr Glu Met Leu Tyr 

280 ~ 285 290 



ggc ctg ccg cct ttt tat age cga aac aca get gaa atg tac gac aac 
Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu Met Tyr Asp Asn 

295 ~ 300 305 
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att ctg aac aag cct etc cag ctg aaa cca aat att aca aat tec gca 1014 

lie Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys Pro Asn lie Thr Asn Ser Ala 

310 315 320 

aga cac etc ctg gag ggc etc ctg cag aag gac agg aca aag egg etc 1062 

Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg Thr Lys Arg Leu 

325 330 335 340 

ggg gec aag gat gac ttc atg gag att aag agt cat gtc ttc ttc tec 1110 

Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu lie Lys Ser His Val Phe Phe Ser 

345 350 355 

tta att aac tgg gat gat etc att aat aag aag att act ccc cct ttt 1158 

Leu lie Asn Trp Asp Asp Leu lie Asn Lys Lys lie Thr Pro Pro Phe 

360 365 370 

aac cca aat gtg agt ggg ccc aac gac eta egg cac ttt gac ccc gag 12Q6\ 

Asn Pro Asn Val Ser Gly Pro Asn Asp Leu Arg His Phe Asp Pro Glu 

375 380 385 

ttt acc gaa gag cct gtc ccc aac tec att ggc aag tec cct gac age 1254 

Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser lie Gly Lys Ser Pro Asp Ser 

390 395 400 

gtc etc gtc aca gec age gtc aag gaa get gec gag get ttc eta ggc 1302 

Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu Ala Phe Leu Gly 

405 410 415 420 

ttt tec tat gcg cct ccc acg gac tct ttc etc tgaaccctgt tagggcttgg 1355 

Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 





425 




430 








ttttaaagga 


ttttatgtgt 


gtttccgaat 


gttttagtta 


gccttttggt 


ggagccgcca 


1415 


gctgacagga 


catcttacaa 


gagaatttgc 


acatctctgg 


aagcttagca 


atettattge 


1475 


acactgttcg 


ctggaagctt 


tttgaagagc 


acattctcct 


cagtgagctc 


atgaggtttt 


1535 


catttttatt 


cttccttcca 


acgtggtgct 


atctctgaaa 


egagegttag 


agtgccgcct 


1595 


tagaeggagg 


caggagtttc 


gttagaaagc 


ggacgctgtt 


ctaaaaaagg 


tctcctgcag 


1655- 


atctgtctgg 


gctgtgatga 


cgaatattat 


gaaatgtgcc 


ttttctgaag 


agattgtgtt 


1715 


agctccaaag 


cttttcctat 


cgcagtgttt 


cagttcttta 


ttttcccttg 


tggatatget 


1775 


gtgtgaaccg 


tcgtgtgagt 


gtggtatgcc 


tgatcacaga 


tggattttgt 


tataagcatc 


1835 


aatgtgacac 


ttgeaggaca 


etacaaegtg 


ggacattgtt 


tgtttcttcc 


atatttggaa 


1895 


gataaattta 


tgtgtagact 


tttttgtaag 


atacggttaa 


taactaaaat 


ttattgaaat 


1955 


ggtcttgcaa 


tgactegtat 


teagatgett 


aaagaaagca 


ttgetgetae 


aaatatttct 


2015 


atttttagaa 


agggttttta 


tggaccaatg 


ccccagttgt 


cagtcagagc 


cgttggtgtt 


2075 


tttcattgtt 


taaaatgtca 


cctgtaaaat 


gggcattatt 


tatgtttttt 


tttttgeatt 


2135 
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cctgataatt 


gtatgtattg 


tataaagaac 


gtctgtacat 


tgggttataa 


cactagtata 


2195 


tttaaactta 


caggcttatt 


tgtaatgtaa 


accaccattt 


taatgtactg 


taattaacat 


2255 


ggttataata 


cgtacaatcc 


ttccctcatc 


ccatcacaca 


actttttttg 


tgtgtgataa 


2315 


actgattttg 


gtttgcaata 


aaaccttgaa 


aaatattta 






2354 



<210> 2 

<211> 431 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 

<400> 2 

Met Thr Val Lys Thr Glu Ala Ala Lys Gly Thr Leu Thr Tyr Ser Arg 
1 5 10 15 



Met Arg Gly Met Val Ala lie Leu lie Ala Phe Met Lys Gin Arg Arg 

20 25 30 



Met Gly Leu Asn Asp Phe lie Gin Lys lie Ala Asn Asn Ser Tyr Ala 

35 40 45 



Cys Lys His Pro Glu Val Gin Ser lie Leu Lys lie Ser Gin Pro Gin 
50 55 60 



Glu Pro Glu Leu Met Asn Ala Asn Pro Ser Pro Pro Pro Ser Pro Ser 
65 70 75 80 



Gin Gin lie Asn Leu Gly Pro Ser Ser Asn Pro His Ala Lys Pro Ser 

8 5 90 95 



Asp Phe His Phe Leu Lys Val lie Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val 

100 105 110 



Leu Leu Ala Arg His Lys Ala Glu Glu Val Phe Tyr Ala Val Lys Val 

115 " "* 120 125 



Leu Gin Lys Lys Ala lie Leu Lys Lys Lys Glu Glu Lys His lie Met 
130 135 ' " 140 



Ser Glu Arg Asn Val Leu Leu Lys Asn Val Lys His Pro Phe Leu Val 
145 ~ 150 " 155 160 
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Gly Leu His Phe Ser Phe Gin Thr Ala Asp Lys Leu Tyr Phe Val Leu 

165 170 175 



Asp Tyr lie Asn Gly Gly Glu Leu Phe Tyr His Leu Gin Arg Glu Arg 

180 ~ 185 190 



Cys Phe Leu Glu Pro Arg Ala Arg Phe Tyr Ala Ala Glu lie Ala Ser 

195 200 205 



Ala Leu Gly Tyr Leu His Ser Leu Asn lie Val Tyr Arg Asp Leu Lys 
210 215 220 



Pro Glu Asn lie Leu Leu Asp Ser Gin Gly His lie Val Leu Thr Asp 
225 230 235 240 



Phe Gly Leu Cys Lys Glu Asn He Glu His Asn Ser Thr Thr Ser Thr 

245 250 255 



Phe Cys Gly Thr Pro Glu Tyr Leu Ala Pro Glu Val Leu His Lys Gin 

260 265 270 



Pro Tyr Asp Arg Thr Val Asp Trp Trp Cys Leu Gly Ala Val Leu Tyr 

275 280 ~ ~ 285 



Glu Met Leu Tyr Gly Leu Pro Pro Phe Tyr Ser Arg Asn Thr Ala Glu 
290 2 95 300 



Met Tyr Asp Asn He Leu Asn Lys Pro Leu Gin Leu Lys Pro Asn lie 
305 310 " 315 320 



Thr Asn Ser Ala Arg His Leu Leu Glu Gly Leu Leu Gin Lys Asp Arg 

325 330 335 



Thr Lys Arg Leu Gly Ala Lys Asp Asp Phe Met Glu He Lys Ser His 

340 345 350 



Val Phe Phe Ser Leu He Asn Trp Asp Asp Leu He Asn Lys Lys He 

355 360 365 



Thr Pro Pro Phe Asn Pro Asn Val Ser Gly Pro Asn Asp Leu Arg His 
370 375 380 



Phe Asp Pro Glu Phe Thr Glu Glu Pro Val Pro Asn Ser He Gly Lys 
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385 390 395 400 



Ser Pro Asp Ser Val Leu Val Thr Ala Ser Val Lys Glu Ala Ala Glu 

405 410 415 



Ala Phe Leu Gly Phe Ser Tyr Ala Pro Pro Thr Asp Ser Phe Leu 

420 425 430 



